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 Phytophthora  ويا در مقابل  س باكتري جدا شده از ريزوسفر        ١٥٨در اين تحقيق خاصيت آنتاگونيستي       

sojae   جدايه گرم   ٩٢ جدايه گرم مثبت،     ٦٦از اين تعداد    .  يا به روش كشت متقابل بررسي شد       عامل بوته ميري سو 

 ٣ و بيش از     ٣ جدايه آنتاگونيست  كه هاله بازدارندگي        ١٠٠براي مطالعات گلخانه اي    .  منفي تشخيص داده شدند   

كه در قالب طرح     نتايج آزمايشات گلخانه اي     .   ايجاد كرده بودند انتخاب شدند       P. sojaeميليمتر در مقابل     

، B3  ،B80  ،B12  ،B43فاكتوريل با دو عامل محلول پاشي خاك و پوشش بذر انجام شد، نشان داد جدايه هاي                

B51  ،B63   و B64              زد از لحاظ كاهش    ‐ در هر دو روش تاثير يكسان يا بيشتري نسبت به قارچكش ريدوميل ام

، جدايه هاي  %  ٨٤/٧٠ با   B43 و   B3ايه هاي  در روش محلول پاشي خاك هر كدام از جد        .  درصد بيماري داشتند  

B63   و B51      جدايه  %  ٣٤/٥٨ هر كدام باB12   جدايه   %  ٦٧/٦٦ با ،B80   و جدايه   %  ١٧/٥٤ باB64   ٥٠ با %

 و  B43  ،B51در روش پوشش بذر هر كدام از جدايه هاي          .  بيشترين تاثير را در كاهش بوته  ميري سويا داشتند        

B63   ند در حاليكه اين ميزان براي جدايه هاي         درصد كاهش بيماري شد    ٥٠ موجبB3  ،B12  ،B80   و B64  به 

نوع روش كاربرد آنتاگونيست ها تاثيرات متفاوتي در كاهش          .   درصد بود  ٣٧ و   ٨٤/٤٥،  ٣٤/٥٨،  ٥/٦٢ترتيب  

 در روش محلول پاشي خاك تاثير بيشتري در كنترل بيماري            B12 و   B3دو جدايه   .  درصد بوته ميري  داشت   

 در هر دو روش محلول پاشي      B64 و   B43  ،B63  ،B51  ،B80جدايه هاي  .  پوشش بذر داشتند  نسبت به روش    

نتايج حاصل از ضرايب رگرسيون مشخص كرد كه         .  خاك و پوشش بذر تاثير يكساني در كنترل بيماري داشتند          

محلول پاشي بين قابليت كلونيزاسيون ريشه سويا توسط جدايه هاي آنتاگونيست با كنترل بيماري در هر دو روش                  

 در  B80 و   B3   ، B12بر اساس آزمون هاي افتراقي جدايه هاي      .  خاك و پوشش بذر همبستگي بالايي وجود دارد       

 قرار  .Pseudomonas spp در جنس     B64 و   B43   ، B51   ، B63 و جدايه هاي     .Bacillus sppجنس  

از رشد كلني   )  B80 و   Bacillus)  B3  ،B12 جدايه   ٣در بررسي تاثير تركيبات فرار آنتاگونيست ها،        .  گرفتند

Phytophthora sojae       گلوكز به محيط كشت هاي    %  ٢ جلوگيري كرده و افزودنPDA   و NA    اين خاصيت را 

.  گرديد P. sojaeنيز موجب توقف رشد كلني          Bacillusترشحات مايع برون ياخته اي جدايه هاي      .  افزايش داد 

 P. sojaeبيوتيك، با توليد تركيبات فرار نيز از رشد              علاوه بر توليد آنتي       Pseudomonas جدايه    ٤هر  

 Pseudomonas جدايه   ٤ قادر به توليد سيدروفور بودند همچنين هر         B63 و   B43دو جدايه   .  جلوگيري كردند 

بررسي كلونيزاسيون ريشه   .   توليد نمايند  HCNنتوانستند    Bacillus  سيانيد هيدروژن توليد كردند اما جدايه هاي     

، ٧٠٣،  ٧٧١،  ٨١٤ به ترتيب با     B64 و   B3   ، B12   ، B63   ، B43   ، B51   ، B80د كه جدايه هاي    سويا نشان دا  

 .   برابر كردن جمعيت خود، بيشترين ميزان قابليت كلونيزاسيون ريشه سويا را داشتند٥٤١ و ٦٥٥، ٦٩٤، ٧٠٠
 

 ستآنتاگوني، Phytophthora sojae ، Bacillus ، Pseudomonasسويا،  :  كليديواژه هاي
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 مقدمه
يكي از مهمترين بيماري هاي خاكزاد سويا بوته ميري               

اولين گزارش توصيفي اين بيماري از ايالات         .  فيتوفترايي است 
اين .  ارايه شد )  ١٩٥٨(متحده آمريكا توسط كافمن و ژردمن         

از )  ١٣٧٧(بيماري در ايران اولين بار توسط رضايي و عليزاده             
د اين بيماري در اغلب مناطق      وجو.  استان لرستان گزارش گرديد   

كشت سويا از جمله استان هاي لرستان، گلستان و مازندران              
خسارت اين بيماري در برخي مناطق شديد       .  مشاهده شده است  

 بوده و يكي از عوامل محدود كننده كشت سويا به شمار مي رود            
)١.( 

كاربرد باكتري هاي تحريك كننده رشد گياهان در سال             
 به  ١٩٧٠غاز شد اما اعتبار علمي آن در سال          در روسيه آ   ١٩٥٠

از ميسيليومهاي    )١٩٧١(برادبنت و همكاران     ).  ٣(تاييد رسيد 
Sclerotinia rolfsii    جدايه Bacillus subtilis A-13  را 

جداسازي و عنوان كردند كه اين جدايه غيراختصاصي عمل              
هندلسمن و  .  كرده و عليه بيمارگرهاي متعددي موثر است          

 Bacillusدر تحقيقي با كاربرد جدايه            )١٩٩٠(همكاران  
cereus UW85        بوته ميري فيتوفترايي يونجه را كاهش دادند  .

كاهش شدت بيماري پوسيدگي      )  ١٩٩٨(  بنكل و همكاران   
 پيتيومي لوبيا چشم بلبلي به هنگام تيمار با آنتاگونيست هاي            

B. cereus     و B. subtilis      هاول و   .   را گزارش كردند
اولين بار به نقش سودوموناسهاي           )  ١٩٧٩(  چاستيپانووي

فلورسانت در كنترل بيماري هاي گياهي پي بردند و نقش                
بيوتيك هاي پيولوتئورين و پيرول نيترين توليد شده توسط          آنتي

 را در بازدارندگي از     Pseudomonas fluorescensجدايه اي از   
.  به اثبات رساندند      Pythium ultimumرشد ميسيليومي     

سودوموناسهاي جداسازي شده از    )  ١٩٨٩(  ون و همكاران  هاجدر
ريزوسفر گياهان مختلف را بعنوان موثرترين آنتاگونيست ها عليه        

Rhizoctonia solani     و Pythium ultimum     در شرايط 
نشان )  ١٩٩١(  فريرا و همكاران   .  آزمايشگاهي معرفي كردند   

يك مانع از    با توليد آنتي بيوت    B. subtilisدادند كه جدايه اي از     
.  مي گردد Eutypa lataرشد ميسيليومي و جوانه زني اسپور         

آنتي بيوتيك هاي باسيلوپپتين آ،      )١٩٩٥(كاجي مورا و همكاران     
 استخراج و عنوان كردند     B. subtilis FR-2ب و ث را از جدايه       

. باسيلوپپتين ث روي قارچها داراي خواص آنتاگونيستي است          
عنوان كردند ترشحات مايع    )  ١٩٩٦(  كالروس و همكاران  ‐ويرژن

 از رشد ميسيليومي و       B. circulansبرون ياخته اي جدايه      
ال زفيدامن و رو  .  جوانه زني كنيديهاي فوزاريوم جلوگيري مي كند    

 با توليد     B. subtilisگزارش كردند جدايه اي از         )  ١٩٩٣(
 ممانعت بعمل   P. ultimumتركيبات فرار از رشد ميسيليومي       

نقش آنتي   )  ١٩٩٨(ريفي تهراني و همكاران          ش.  مي آورد
 جدايه هاي    diacetyl phloroglucinol-2,4بيوتيك هاي    

سودوموناس فلورسانت را در كاهش بيماري پوسيدگي ريشه و           
 .Fusarium oxysporum f.spطوقه گوجه فرنگي در اثر         

radicis-lycopercisi     كلوپر و همكاران    .   به اثبات رساندند 
خستين بار به اهميت سيدروفورها بعنوان يكي از        براي ن )  ١٩٨٠(

) ١٩٨٢(شروث و هنكوك    .  مكانيزمهاي مهم بيوكنترل پي بردند    
معتقدند توانايي يك آنتاگونيست در كلونيزه كردن ريشه يك            
. شرط مهم در توانايي آن براي كنترل بيماري هاي ريشه است            

ي دانند باكتري هايي را كلونيزه كننده م    )  ١٩٨٤(ر و همكاران    ش
 واحد تشكيل كلني به ازاي هر گرم ريشه         ٥×١٠٩كه قادر باشند    
برخي از محققين معتقد به ممانعت رشد              .  ايجاد نمايند  

ووتريخ و  .  بيمارگرهاي گياهي توسط سيانيد هيدروژن هستند       
عقيده دارند كه سيانيد هيدروژن موجب بروز          )  ١٩٩٠(دفاگو  

 . ت القايي در گياه مي گرددممقاو
حقيق با توجه به وجود مشكلات اقتصادي و زراعي در           اين ت 

اجراي صحيح تناوب، كاربرد سموم شيميايي در خاك و                 
نگراني هاي زيست محيطي ناشي از آن كه موجب ايجاد                  
محدوديت و مشكلات جدي در زمينه كنترل بيماري بوته ميري          
سويا شده است به منظور بررسي امكان كنترل بيولوژيك اين             

 .              استفاده از جدايه هاي باكتريايي صورت پذيرفتبيماري با
 

 ها مواد و روش
 منبع عامل بيماريزاي قارچي

جدايه   (Phytophthora sojaeدر اين بررسي از قارچ         
از ريشه هاي سويا   )  ١٣٢٧(كه توسط رضايي و عليزاده       )لرستان

 .  جداسازي شده بود، مورد استفاده قرار گرفت
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 تخاب باكتري هاي آنتاگونيست جداسازي و ان
خاك منطقه ريزوسفر سويا از مناطق سوياكاري استان             

پس از مخلوط   .  گلستان جمع آوري و به آزمايشگاه منتقل شدند       
 ميلي ليتر آب مقطر سترون ١٠كردن خاكها، يك گرم از آن را در  

ريخته و غلظتهاي مختلف بطور سريال در محلول يك درصد             
 ميكروليتر از   ١٠٠ه كمك پي پت اپندورف     ب.  پپتون تهيه گرديد  

 منتقل و به     King’s B و    NAهر رقت به محيط كشت هاي       
كمك ميله شيشه اي در سطح محيط كشت پخش شدند و پس            

 درجه سانتيگراد پرگنه هايي    ٢٨ ساعت نگهداري در دماي      ٤٨از  
 متفاوت بودند انتخاب و     NAكه از نظر شكل و رنگ در محيط          

 خالص سازي و شماره گذاري       NAش حاوي    درون لوله آزماي   
 پرگنه هايي كه رنگدانه      King’s Bدر محيط كشت      .  شدند

فلورسانت ايجاد مي كردند با استفاده از نور ماوراء بنفش با طول            
 NA نانومتر انتخاب و با استفاده از محيط كشت               ٣٦٦موج  

 .  درون لوله آزمايش خالص سازي و شماره  گذاري شدند
اكتريايي بصورت نقطه اي درچهار طرف            جدايه هاي ب  

 به فواصل مساوي    CMAتشتك هاي پتري حاوي محيط كشت      
 درجه  ٢٨ ساعت دردماي    ٢٤از مركز مايه كوبي شده و به مدت         

 ميليمتري ازحاشيه    ٥يك قرص    .  سانتيگراد قرار داده شدند     
درمركز تشتك هاي     Phytophthora sojae روزه قارچ    ٥كشت  

در تشتك پتري شاهد آب مقطر سترون        .  ندپتري قرار داده شد   
درچهار طرف تشتك پتري مايه كوبي شد و درمركز آن قرص              

 درجه  ٢٥تشتك هاي پتري دردماي      .  قارچي قرار داده شد     
 روز كه حاشيه     ١٢سانتيگراد نگهداري شده وپس از گذشت          

پرگنه قارچ درتشتك پتري شاهد به ديواره پتري برخورد نموده           
رندگي بين حاشيه پرگنه جدايه هاي باكتريايي و       بود فواصل بازدا  

جدايه هايي كه بيشترين هاله        .  قارچ  اندازه گيري گرديد       
 براي بررسي هاي بعدي انتخاب      ،بازدارندگي را باعث شده بودند     

 .شدند
 بررسي هاي گلخانه اي

  روي لوبيا چيتيP. sojaeتهيه مايه تلقيح قارچ 
ه را درون ارلن ماير با       گرم لوبيا چيتي شسته شد     ١٢٠مقدار  
 ميلي ليتر آب مقطر    ٢٤٠ ميلي ليتر ريخته و به آن       ٢٥٠گنجايش

 ساعت در   ١ روز متوالي و هر روز به مدت          ٣سپس  .  افزوده شد 

 كيلوگرم بر سانتيمتر     ٥/١ درجه سانتيگراد و فشار       ١٢١دماي  
 روزه قارچ در     ٥قرصي از حاشيه كشت      .  مربع سترون گرديد   
 .  به ارلن فوق الذكر اضافه شدشرايط بدون آلودگي

 تهيه مايه تلقيح جدايه هاي آنتاگونيست
روي .  انجام شد  )  ١٩٧٨(مطابق روش بر و همكاران           

 ميلي ليتر از     ١ به ترتيب       NA و     PDAمحيط كشت هاي   
سوسپانسيون كدر كشت جوان جدايه هاي سودوموناس               
. فلورسانت و باسيلوس به وسيله ميله شيشه اي پخش گرديد            

 درجه  ٢٨ ساعت در دماي        ٤٨ك هاي پتري به مدت        تشت
 ساعته باكتري ها با اضافه      ٤٨كشت  .  سانتيگراد نگهداري شدند  

 ميلي ليتر آب مقطر سترون به صورت سوسپانسيون          ١٠نمودن  
سوسپانسيون هر جدايه به درون لوله هاي آزمايش        .  كدر درآمد 

تعيين جهت . منتقل و به آرامي تكان داده شد تا يكنواخت گردد         
. جمعيت هر جدايه عمل رقيق سازي بطور سريال انجام شد             

 ميكروليتر از سوسپانسيون كدر هر جدايه       ١٠٠بدين ترتيب كه    
 ميكروليتر آب مقطر سترون اضافه گرديد و پس از               ٩٠٠به  

 ميكروليتر از هر رقت به      ١٠٠هشت بار رقيق سازي بطور سريال،      
ميله شيشه اي   منتقل و به كمك       NAتشتك هاي پتري حاوي    

تشتك هاي پتري در    .  در سطح محيط كشت پخش گرديدند        
 درجه سانتيگراد قرار داده شدند و شمارش پرگنه هاي     ٢٧دماي    

 . ساعت انجام شد٤٨باكتريايي بعد از گذشت 
 ميلي ليتر از     ٥٠در روش محلول پاشي خاك مقدار             

  ١ واحد تشكيل پرگنه    ٥٠×١٠١٠سوسپانسيون هر جدايه حاوي      

)cfuبه هر گلدان مرطوب اضافه     )   به ازاي هر گرم خاك     ١×١٠٩
 ١×cfu١٠٩در روش پوشش بذر غلظت جدايه ها به ميزان          .  شد

بذور .  در هر ميلي ليتر در صمغ عربي يك درصد تنظيم شد              
سوياي رقم ويليامز با هيپوكلريت سديم يك درصد به مدت دو            

در  دقيقه   ١٥بذور سترون شده به مدت       .  دقيقه سترون شدند  
آنگاه بذور با پودر تجاري     .  سوسپانسيون هر جدايه غوطه ور شدند    

 گرم به ازاي هر گرم بذر در شرايط           ٠١٦/٠ريزوبيوم به ميزان     
جهت تنظيم غلظت جدايه هاي      .  بدون آلودگي آغشته شدند     

 .باكتريايي از فرمول زير استفاده شد
                                                                                    
1. Colony forming unit 
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 عامل رقت=غلظت موجود/غلظت مورد نظر
يك كسر گردد حجم آب لازم          اگر از عامل رقت عدد          

 ميلي ليتر غلظت موجود، براي   ١براي اضافه كردن به     )  ميلي ليتر(
 . بدست آوردن غلظت مورد نظر حاصل مي شود

 بررسي تاثير جدايه هاي آنتاگونيست در جلوگيري از بوته            
 ميري فيتوفترايي سويا در شرايط گلخانه 

يايي در  جهت تعيين ميزان تاثير آنتاگونيست هاي باكتر         
 ١٠٠كاهش و يا كنترل بوته ميري فيتوفترايي سويا در گلخانه            

جدايه باكتريايي كه در در بررسي هاي آزمايشگاهي هاله                
 ميليمتر  ايجاد كرده بودند انتخاب        ٣ و بيشتر از      ٣بازدارندگي  

براي هر جدايه دو روش كاربرد شامل محلول پاشي خاك          .  شدند
 روش محلول پاشي خاك      در.  و پوشش بذر استفاده گرديد       

جدايه هاي باكتريايي پس از كاشت به خاك مرطوب اضافه شده           
 گرم مايه تلقيح قارچ فيتوفترا با خاك            ٣ ساعت بعد      ٧٢و  

 گرم مايه تلقيح قارچ      ٣در روش پوشش بذر       .  مخلوط گرديد 
از .   ساعت بعد از كاشت به خاك افزوده شد               ٧٢فيتوفترا  

سه جدايه هاي آنتاگونيست   زد جهت مقاي  ‐قارچكش ريدوميل ام  
در تمامي   .  به ميزان يك گرم در متر مربع استفاده شد                

 ١٣بررسي هاي گلخانه اي از گلدان هاي پلاستيكي با قطر               
 گرم  ٥٠٠هر گلدان مورد آزمايش حاوي      .  سانتيمتر استفاده شد  

 عدد بذر رقم ويليامز در عمق ٤خاك سترون بود و در هر گلدان  
گلدان ها در گلخانه آزمايشگاه كنترل     .  د سانتيمتري كاشته ش   ٤

 درجه  ٢٧±٣بيولوژيك دانشكده كشاورزي كرج و در حرارت           
 ساعت تاريكي   ٩ ساعت روشنايي و     ١٥سانتيگراد با تناوب نوري     

شرايط آزمايشگاه در تمام مراحل انجام آزمايش       .  نگهداري شدند 
مرحله بررسي هاي گلخانه اي در پنج . از نظر دما و نور يكسان بود

 جدايه باكتريايي با دو روش كاربرد       ٢٠جداگانه و در هر مرحله      
كاملاً طرح  به صورت   شامل محلول پاشي خاك و پوشش بذر         

با دو عامل جدايه      تصادفي در قالب آزمايش هاي فاكتوريل          
در هر مرحله، تيمار شاهد      .  باكتريايي و روش كاربرد انجام شد      

فيتوفترا در هر گلدان و       گرم مايه تلقيح قارچ        ٣آلوده حاوي   
 گرم لوبيا چيتي سترون شده فاقد مايه        ٣شاهد غيرآلوده حاوي    

 تكرار  ٤تلقيح قارچ فيتوفترا در هر گلدان بود  و براي هر تيمار              
تعداد (داده هاي بدست آمده از آزمايش         .  در نظر گرفته شد     

پس از چهار هفته مورد تجزيه و تحليل آماري          )  بوته هاي سالم   
چون در بين داده ها عدد صفر وجود داشت از              .  رفتندقرار گ 

براي تعيين درصد تاثير     .   استفاده شد  x+1تبديل جذري   
جدايه هاي باكتريايي در كاهش بوته ميري از روابط زير استفاده           

 .شد
تعداد بوته هاي سالم در      (/تعداد بوته هاي سالم در شاهد غيرآلوده        [×١٠٠

 درصد بوته ميري در تيمار       =])هد غيرآلودهتعداد بوته هاي سالم در شا‐تيمار

درصد كاهش  =   درصد بوته ميري در شاهد آلوده      ‐درصد بوته ميري در تيمار    
 بيماري در تيمار

 گرم مايه تلقيح قارچ فيتوفترا در هر           ٣براي شاهد آلوده     
 گرم لوبيا چيتي سترون      ٣گلدان و براي شاهد غيرآلوده فقط         

. چ فيتوفترا در هر گلدان قرار داده شد        شده فاقد مايه تلقيح قار    
 ميلي ليتر از قارچكش     ٥٠محلول پاشي خاك گلدان ها نيز با         

 زد به ميزان يك گرم ماده موثره در متر مربع               ‐ريدوميل ام 
 . انجام شد)  ميلي گرم در هر گلدان٠٥/١٨(

  آزمون هاي افتراقي جهت تشخيص جنس جدايه هاي             
 آنتاگونيست

 خاب شده در بررسي هاي گلخانه اي       جنس جدايه هاي انت   
)B3    ، B12    ، B43    ، B51    ، B63    ، B64    و B80(  طبق ،

 درصد به روش ساسلو و        ٣آزمون هاي واكنش گرم در پتاس        
آزمون رشد هوازي و بي هوازي به روش فهي و             )٣٨(همكاران  
، توليد رنگدانه فلورسانت روي محيط كشت           )١٢(همكاران  

King,s B    رد يا نارنجي روي محيط كشت       ، توليد كلني  هاي ز
YDC شناسايي شد) ١٩٨٨(و رنگ آميزي اسپور به روش شاد . 

 روي قارچ     Bacillusبررسي مكانيسم تاثير جدايه هاي         
 فيتوفترا در شرايط آزمايشگاه 

 بررسي تاثير تركيبات فرار ضد قارچي
. انجام شد )  ١٩٩٤(ال  زاين تحقيق مطابق روش فيدامن و رو      

 NA و    PDAررسي، از محيط كشت هاي       جهت انجام اين ب    
جهت كشت باكتري به     )  NAG( گلوكز   ‐ درصد دي  ٢حاوي  

 . شرح زير استفاده شد
 ساعته جدايه هاي      ٧٢سوسپانسيون كدري از كشت           

Bacillus)  B3    ، B12    و B80  (  ميلي ليتر آب مقطر      ٥در 
 ميكروليتر آن روي محيط كشت هاي      ٢٠٠سترون تهيه و مقدار     
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NAG     و PDA    مك ميله شيشه اي پخش گرديد          به ك .
 ٢٤ درجه سانتيگراد به مدت        ٢٧تشتك هاي پتري در دماي       

در بخش ديگر اين تحقيق، محيط كشت       .  ساعت نگهداري شدند  
CMA      ميلي ليتر به هر تشتك پتري اضافه         ٢٠ تهيه و مقدار 

پس از خنك و منعقد شدن محيط كشت، قرص هايي به             .  شد
ت پنج روزه قارچ فيتوفترا در       قطر پنج ميلي متر از حاشيه كش      

مركز هر تشتك پتري قرار داده شد سپس در شرايط بدون                
آلودگي، تشتك هاي پتري حاوي قارچ و باكتري آنتاگونيست            
روي هم قرار گرفته و توسط نوار پارافيلم كاملاً مسدود و پتري ها 

 درجه سانتي گراد نگهداري     ٢٥به مدت يك هفته در دماي          
تري شاهد، قرص هايي به قطر پنج ميليمتر از        در تشتك پ  .  شدند

 حاوي قارچ فيتوفترا در مقابل تشتك هاي        CMAمحيط كشت   
 فاقد جدايه هاي   NAG و   PDAپتري حاوي محيط كشت هاي      

اين آزمايش در قالب طرح كاملاً       .  آنتاگونيست قرار داده شدند    
) براي هر نوع محيط كشت    ( تكرار   ٣ تيمار در    ٤تصادفي شامل   

) قطر رشد كلني  (داده هاي بدست آمده از آزمايش        .  شدانجام  
در .   مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند      SASتحت نرم افزار آماري    

صد بازداري از رشد كلني فيتوفترا با استفاده از رابطه زير                  
 .محاسبه شد

 قطر رشد پرگنه     –قطر رشد پرگنه تيمار      /(  قطر رشد پرگنه شاهد    [×١٠٠
 )١رابطه( از رشد درصد بازداري= ])شاهد

 Bacillusتاثير ترشحات مايع برون ياخته اي جدايه هاي  بررسي
انجام )  ١٩٨٤(اين آزمايش بر اساس روش سينگ و دورال          

 گرم  ٢٥٠در بخش نخست، محيط كشت مايع با فرمول            .  شد
 گرم دكستروز، در يك ليتر آب مقطر تهيه             ٢٠سيب زميني،  

 ميلي ليتر، مقدار   ٢٥٠  درون ارلن مايرهاي با گنجايش     .  گرديد
 ميلي ليتر از محيط مايع فوق را ريخته و در شرايط اتوكلاو              ٥٠

پس از خنك شدن محيط مايع، به هر يك از ارلن . سترون شدند
.  ساعته باكتري اضافه شد     ٢٤مايرها يك لوپ كامل از كشت         

 دور ٧٠ارلن مايرهاي حاوي باكتري روي دستگاه تكان دهنده با         
 درجه سانتي گراد به مدت يك هفته قرار          ٢٥  دقيقه در دماي  

داده شدند و پس از عبور محيط مايع جدايه ها از كاغذ صافي               
 دقيقه،  ٢٠ به مدت    ٨٠٠٠×gواتمن شماره يك و سانتريفوژ در       

هر يك از جدايه ها بطور جداگانه توسط صافي هاي                     
 ميكروني صاف گرديدند و عصاره حاصل از    ٢٢/٠ميكروبيولوژيك  

ز جدايه هاي مذكور در آزمون بازدارندگي از رشد كلني          هر يك ا  
جهت بررسي تاثير عصاره حاصله ابتدا       .  فيتوفترا بكار برده شد    

 ميلي ليتر درون   ١٥ و   ١٧،  ١٩ با حجم هاي    CMAمحيط كشت   
لوله ريخته شد و پس از سترون شدن در شرايط اتوكلاو به                 

ميلي ليتر   ٣،  ) درصد حجم به حجم    ٥غلظت  ( ميلي ليتر   ١ترتيب  
از عصاره هر   )   درصد ٢٥غلظت( ميلي ليتر ٥و  )   درصد ١٥غلظت  (

 درجه  ٤٥ با دماي     CMAيك از آنتاگونيست ها به لوله هاي        
سانتيگراد اضافه و به خوبي مخلوط و در شرايط سترون به                 

در تيمار شاهد از محيط       .  تشتك هاي پتري منتقل گرديدند     
 ميكروني  ٢٢/٠في  كشت مايع آرد ذرت فاقد باكتري كه از صا          

پس از انعقاد محيط كشت،     .  عبور داده شده بود استفاده گرديد      
در مركز هر تشتك پتري يك قرص به قطر پنج ميلي متر از                 
حاشيه كشت پنج روزه قارچ فيتوفترا كشت داده شد و                   

 روز پس از كشت     ١٠اندازه گيري قطر كلني هر روز و به مدت          
 عامل و با    ٢ت فاكتوريل با    اين آزمايش بصور  .  قارچ انجام گرفت  

عامل اول جدايه آنتاگونيست    .  متن كاملاً تصادفي به اجرا در آمد      
براي هر يك از    .   سطح بود  ٤در سه سطح و عامل دوم غلظت در         

قطر رشد كلني در هر       .   تكرار در نظر گرفته شد       ٣غلظت ها  
درصد بازداري  .  غلظت مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند        

 . محاسبه گرديد٥‐١لني از رابطه ذكر شده در بند از رشد ك
 Pseudomonasبررسي مكانيسم تاثير جدايه هاي 

 بررسي توليد تركيبات فرار ضد قارچي
. استفاده شد )  ١٩٩٠(در اين بررسي از روش كراس و لوپر          

 ميكروليتر از سوسپانسيون كدر جدايه هاي               ٢٠٠ابتدا   
به كمك  )  B64 و   B43   ، B51   ، B63(سودوموناس فلورسانت   

 پخش شد NAG و   PDAميله شيشه اي در سطح محيط كشت       
 درجه  ٢٧ ساعت در دماي       ٧٢و تشتك هاي پتري به مدت         
سپس قرص هايي به قطر پنج        .  سانتيگراد نگهداري گرديدند   

ميلي متر از حاشيه كشت پنج روزه قارچ فيتوفترا در مركز                
 كنار   آنگاه در  ، كشت گرديدند  CMAتشتك هاي پتري حاوي     

شعله با رعايت شرايط سترون، تشتك هاي پتري حاوي قارچ             
بطور وارونه روي تشتك هاي پتري حاوي جدايه هاي آنتاگونيست 
قرار داده شدند و لبه تشتك هاي پتري روي هم قرار گرفته،               

تشتك هاي پتري در    .  توسط نوار پارافيلم كاملاً مسدود شدند       
.  هفته نگهداري شدند    درجه سانتيگراد و به مدت يك      ٢٧دماي  
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 CMAدر تشتك پتري شاهد فقط قرصي از محيط كشت                
 و  PDAحاوي قارچ فيتوفترا در مقابل تشتك پتري حاوي              

NAG      اين آزمايش در قالب     .   بدون آنتاگونيست قرار داده شد
براي هر نوع   ( تكرار   ٣ تيمار در    ٥طرح كاملاص تصادفي شامل     

ست آمده از     داده هاي بد  .  به اجرا درآمد    )  محيط كشت  
مورد تجزيه و تحليل آماري قرار          )  قطر رشد كلني   (آزمايش
 تعيين  ٥‐١درصد بازداري از رشد كلني مطابق بند           .  گرفتند
 .گرديد

 بررسي توليد آنتي بيوتيك
. انجام شد )  ١٩٩٠(اين آزمون مطابق روش كراس و لوپر           

 ميكروليتر از سوسپانسيون جدايه هاي       ١٠٠بدين ترتيب كه      
B43   ، B51   ، B63   و B64        و آب مقطر سترون به عنوان شاهد 

 اضافه و توسط ميله شيشه اي در سطح          CMAبه محيط كشت  
 ٢٧ ساعت در دماي       ٧٢محيط كشت پخش شد و به مدت           

پس از اين مدت با استفاده از        .  درجه سانتيگراد نگهداري شدند   
ميله شيشه اي و آب مقطر سترون، جدايه ها از سطح محيط               

 دقيقه در    ٣٠شتك هاي پتري بطور وارونه       كشت شسته و ت     
سپس يك قرص به قطر پنج       .  معرض بخار كلروفرم قرارگرفتند   

ميلي متر از حاشيه كشت پنج روزه قارج فيتوفترا با رعايت                
. شرايط بدون آلودگي، در مركز هر تشتك پتري كشت داده شد           

 درجه سانتيگراد نگهداري و       ٢٧تشتك هاي پتري در دماي       
اين .   روز انجام گرديد    ١٠ري قطر رشد كلني پس از         اندازه  گي

 تكرار  ٣ تيمار در    ٥آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي شامل         
) قطر رشد كلني  (انجام شد و داده هاي بدست آمده از آزمايش           

درصد بازداري از رشد    .  مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند      
 . تعيين گرديد٥‐١كلني مطابق بند 

 ليد سيدروفوربررسي تو
. انجام شد )  ١٩٨٣(اين بررسي مطابق روش ولر و كوك           

 روي محيط كشت     B64 و    B43    ، B51    ، B63جدايه هاي  
King,s B     ميكرومول كلريد   ١٠٠ و   ٥٠،  ٥ حاوي غلظت هاي 

 درجه  ٢٥ ساعت در دماي     ٤٨آهن كشت داده شدند و به مدت        
سپس سوسپانسيون اسپور قارچ      .  سانتيگراد نگهداري شدند   

Geotrichum candidum        ساعته روي    ٤٨ از يك كشت 
 بر سطح تشتك پتري حاوي جدايه هاي          PDAمحيط كشت    

عدم رشد قارچ در اطراف باكتري، نشان       .  آنتاگونيست افشانه شد  
 .دهنده توليد سيدروفور مي باشد

 بررسي توليد سيانيد هيدروژن
 )١٩٨٣(اين آزمون بر اساس روش كاستريك و كاستريك           

 ٢٤بدين ترتيب كه سوسپانسيون كدري از كشت           .  دانجام ش 
 B43   ، B51   ، B63شامل    Pseudomonasساعته جدايه هاي   

 در آب مقطر     B80 و   B3   ، B12شامل    Bacillus و   B64و  
 ميكروليتر از هر جدايه در سطح محيط كشت ١٠٠تهيه و مقدار 

١آنگاه قطعاتي از كاغذ صافي به ابعاد        .  آگار مغذي پخش گرديد   
انتيمتر مربع در محلول حاوي معرف سيانيد هيدروژن            س ١×

  ميلي گرم  ٥ ميلي گرم از اتيل استات مس دو ظرفيتي و          ٥شامل  
)4-4-( methylen bis-(-N-N- dimethylanilin     در دو 

سپس قطعات   .  سانتي متر مكعب كلروفرم غوطه ور گرديدند        
آغشته به معرف درون درب تشتك پتري قرار گرفته و                    

 درجه سانتيگراد    ٢٨ پتري بطور وارونه در دماي          تشتك هاي
تغيير رنگ كاغذ صافي از سبز  به آبي نشان             .  نگهداري شدند 

 . دهنده توليد سيانيد هيدروژن مي باشد
 بررسي كلونيزاسيون ريشه

سوسپانسيوني .  انجام شد )١٩٨٤(مطابق روش شر و همكاران    
 ,B3, B12, B43, B46, B51(از جدايه هاي آنتاگونيست     

B63, B80  (       و دو جدايهB46     و B94       كه در شرايط 
آزمايشگاهي فاصله بازدارندگي از رشد خوبي داشتند به غلظت           

cfuدر هر ميلي ليتر در صمغ عربي يك در صد تهيه               ١×١٠٩ 
 دقيقه در سوسپانسيون    ١٥بذور سترون شده سويا به مدت       .  شد

، هر جدايه قرار داده شد و پس از آن روي كاغذ صافي سترون              
 سانتيمتري لوله هاي   ٥تا ارتفاع   .  رطوبت اضافي آنها گرفته شد     

 سانتيمتر از   ٣آزمايش با ماسه ساحلي پر شده و روي آن با               
 ميلي ليتر آب مقطر    ٥خاك مزرعه پوشانده شد و پس از ريختن         

به هر لوله و بستن هر لوله يك بذر آغشته به جدايه آنتاگونيست             
 هفته در شرايط آزمايشگاه     در خاك كشت گرديد و به مدت دو        

جمعيت جدايه هاي باكتريايي قرار گرفته روي       .  نگهداري شدند 
. بذور با روش تهيه سري رقت روي آگار مغذي تعيين گرديد              

 بذر انتخاب و با معدل گيري جمعيت             ٣براي هر جدايه       
پس از دو هفته،     .  باكتريهاي قرار گرفته روي بذر بدست آمد         

قطعات .   از داخل لوله ها  در آورده شد       گياهچه هاي سويا با دقت   
 ميلي مولار سترون به      ٢٠ريشه در داخل بافر فسفات سديم         

.  ثانيه به شدت به هم زده شد           ٢٠وسيله ورتكس به مدت       
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جمعيت باكتري هاي موجود در سوسپانسيون حاصل با تهيه            
رقت روي آگار مغذي و شمارش پرگنه ها محاسبه شده و در               

يهاي قرار گرفته روي ريشه براي هر جدايه        نهايت جمعيت باكتر  
 .بدست آمد

 زد روي جدايه هاي    ‐ بررسي تاثير قارچكش ريدوميل ام     ‐١٠
 آنتاگونيست و ريزوبيوم

  و ١×١٠  ‐٤  ،     ١×١٠‐  ٣ ،   ١×١٠  ‐٢،  ١×١٠  ‐١رقت هاي  
جدايه هاي .   از قارچكش در آب تهيه گرديد              ١×١٠  ‐٥

) B80 و   B3   ، B12   ، B43   ، B51   ، B63    ،B64(  آنتاگونيست
روي محيط كشت آگار مغذي و ريزوبيوم روي محيط كشت              

YMAبا فرمول زير كشت گرديدند. 
K2HPO4                                             0.5g 
MgSO4. 7H2O                                   0.1g 
NaCL                                                  0.2g 
Manitol                                               10g 
Yeast extract                                      0.5g 

15g                                                     Agar 
Distilled Water                                  1 Lite 

ه قطر يك سانتيمتر در هر تشتك        پنج عدد قرص كاغذي ب    
سپس غلظت هاي مذكور به گونه اي به         .  پتري قرار داده شد     

قرص هاي كاغذي اضافه گرديد كه تمام قرص كاغذي به حد              
به قرص كاغذي شاهد در مركز تشتك پتري، آب          .  اشباع رسيد 

 درجه  ٢٥تشتك هاي پتري در دماي      .  مقطر سترون اضافه شد   
سپس قطر بين   .  عت نگهداري شدند   سا ٤٨سانتيگراد به مدت    

 .كاغذهاي صافي و كلني باكتريها تعيين گرديد
 

 نتايج
 جداسازي آنتاگونيست ها از خاك

 جدايه باكتريايي جداسازي    ١٥٨در اين بررسي در مجموع       
نتايج نشان داد كه از بين مجموعه جدايه هاي باكتريايي          .  شدند

 جدايه متعلق   ٦٦ جدايه متعلق به سودوموناسهاي فلورسانت،       ٨٠
 جدايه متعلق به باكتري هاي      ١٢به باكتري هاي گرم مثبت و        

 ).١شكل(گرم منفي بود
نتايج حاصل از تاثير جدايه هاي آنتاگونيست در ايجاد فاصله           

 P. sojaeبازدارندگي در مقابل 
 جدايه متعلق به سودوموناسهاي      ٨٠نتايج نشان داد كه از       

 درصد داراي   ٥٥ازدارندگي،   درصد فاقد فاصله ب     ٥/٧فلورسانت  

 درصد داراي    ٥/٣٧ ميليمتر و      ٥فاصله بازدارندگي كمتر از       
 جدايه متعلق   ٦٦از  .   ميليمتر بودند  ٥ و بيشتر از     ٥بازدارندگي  

 درصد فاقد خاصيت بازدارندگي،     ٦/١٣به باكتري هاي گرم مثبت     
 درصد  ٤/٤٥ ميليمتر و    ٥ درصد داراي بازدارندگي كمتر از       ٩/٤٠

 جدايه  ١٢از  .   ميليمتر بودند  ٥ و بيشتر از      ٥بازدارندگي  داراي  
 درصد فاقد خاصيت      ٣/٨٣متعلق به باكتري هاي گرم منفي         

 ميليمتر  ٥ درصد داراي بازدارندگي كمتر از        ٦/١٦بازدارندگي و   
 ).٢شكل(بودند 
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 نتايج حاصل از بررسي هاي گلخانه
 مرحله آزمايش، تيمارهاي باكتريايي و نوع كاربرد         ٥در هر   

 هفته در   ٤ز  باكتري ها از نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم پس ا        
تفاوت معني دار داشتند و اثر متقابل تيمارهاي             %  ١سطح   

تفاوت معني داري  %  ١باكتريايي و نوع كاربرد باكتري ها در سطح        
در تمامي آزمايش هاي گلخانه اي تيمار خاك گلدان ها        .  نداشتند

موجب بوته ميري كامل   )  شاهد آلوده (با قارچ فيتوفترا به تنهايي      
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زد ميزان بيماري   ‐يد و قارچكش ريدوميل ام     هفته گرد  ٤پس از   
بر اساس  .   درصد كاهش داد    ١٧/٥٤را نسبت به شاهد آلوده        

مقايسه ميانگين ها و در آزمايش اول در روش محلول پاشي خاك          
نسبت به شاهد آلوده و       )  B12 و    Bacillus)B3دو جدايه از   

قارچكش بطور معني داري موجب افزايش تعداد بوته هاي سالم          
از نظر  )  B30 و    B27(ند و دو جدايه از سودوموناس          گرديد

ميانگين تعداد بوته هاي سالم تاثير نسبتاً يكساني با قارچكش            
بقيه جدايه هاي باكتريايي از اين نظر پايين تر از               .  داشتند

بر اساس مقايسه ميانگين ها در روش        .  قارچكش قرار گرفتند   
قارچكش  نسبت به شاهد آلوده و         Bacillus(B3)پوشش بذر   

بطور معني داري باعث افزايش تعداد بوته هاي سالم گرديد و              
Bacillus(12)          ًاز نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم تاثير نسبتا 

بقيه تيمارهاي باكتريايي از اين نظر      .  يكساني با قارچكش داشت   
در آزمايش دوم و در روش        .  پايين تر از قارچكش قرار گرفتند     

 ،  Pseudomonas)  B38   ، B43 هاي  محلول پاشي خاك جدايه  
B51   و B56  (         ًاز نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم تاثير نسبتا

در روش پوشش بذر دو جدايه        .  يكساني با قارچكش داشتند    
Pseudomonas)  B43   و B51  (     از نظر ميانگين تعداد بوته هاي

در آزمايش سوم و    .  سالم تاثير نسبتاً يكساني با قارچكش داشتند      
 ،  Pseudomonas)     B63 جدايه   ٣وش محلول پاشي خاك    در ر 

B64     و B78  (   وBacillus(B80)         از نظر ميانگين تعداد 
بقيه .  بوته هاي سالم تاثير نسبتاً يكساني با قارچكش داشتند           

. تيمارهاي باكتريايي از اين نظر پايين تر از قارچكش قرار گرفتند         
  و )  B64 و    B63(در روش پوشش بذر سودوموناس هاي         

Bacillus(B80)             از نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم تاثير 
نسبتاً يكساني با قارچكش داشتند در آزمايش چهارم بر اساس            

مقايسه ميانگين ها و در روش محلول پاشي خاك دو جدايه               
Bacillus)  B86   و B92  (       از نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم

 بقيه تيمارهاي     تاثير نسبتاً يكساني با قارچكش داشتند           
در روش  .  باكتريايي از اين نظر پايين تر از قارچكش قرار گرفتند         

پوشش بذر هيچكدام از جدايه هاي باكتريايي نسبت به قارچكش         
موجب افزايش تعداد بوته هاي سالم نگرديدند و از اين نظر                

در .  تمامي جدايه هاي باكتريايي پايين تر از قارچكش قرار گرفتند       
ه پنجم بر اساس مقايسه ميانگين ها و در هر دو            آزمايش مرحل 

روش محلول پاشي خاك و پوشش بذر هيچكدام از جدايه هاي            
باكتريايي نسبت به قارچكش موجب افزايش تعداد بوته هاي             
سالم نگرديدند و از اين نظر تمامي جدايه هاي باكترياي در هر             

 ٣موع  در مج .  دو روش كاربرد پايين تر از قارچكش قرار گرفتند        
  جدايه  ٤و   )  B80 و     Bacillus)  B3     ، B12جدايه      

Pseudomonas)B43   ، B51   ، B63   و B64  (    در هر دو روش
كاربرد توانستند از نظر ميانگين تعداد بوته هاي سالم تاثير بالاتر           

زد داشته باشند    ‐و يا نسبتاً يكساني با قارچكش ريدوميل ام          
 با  Pseudomonas(B43) و   Bacillus(B3)بدين ترتيب كه     

 درصد، دو جدايه     ٦٧/٦٦ با    Bacillus(B12) درصد،    ٨٤/٧٠
Pseudomonas)  B51        و B63(    درصد،   ٣٤/٥٨با 
Bacillus(B80)   درصد و    ١٧/٥٤ با Pseudomonas(B64)  با 

در روش  .   درصد بيشترين تاثير را در كاهش بيماري داشتند        ٥٠
 درصد،   ٥٠/٦٢ با     Bacillus(B3)پوشش بذر به ترتيب          

Bacillus(B12)   جدايه   ٣ درصد،   ٣٤/٥٨ با Pseudomonas  
)B43 ، B51 و B63 ( درصد، ٥٠با Bacillus(B80) ٨٤/٤٥ با 

 درصد بيشترين تاثير    ٥٠/٣٧ با   Pseudomonas(64)درصد و   
 ).٣شكل(را در كاهش بيماري داشتند 
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 از نظر آزمون گرم،     B64 و   B43   ، B51   ، B63جدايه هاي  
عدم .   مثبت بودند   B80 و    B3    ، B12منفي و جدايه هاي      

استفاده از گلوكز در شرايط هوازي و توليد كلني هاي زرد يا                
 از خصوصيات تمامي جدايه ها     YDCنارنجي روي محيط كشت     

 روي محيط كشت    B64 و   B43   ، B51 ،   B63جدايه هاي  .  بود
King,s B           جدايه هاي .   رنگدانه فلورسانت توليد كردند

B3,B12,B80          توليد اسپور كرده و فاقد ريسه هاي هوايي روي 
NA بر اساس آزمون هاي فوق جدايه هاي      .   بودندB43   ، B51  ، 
B63   و B64    در جنس Pseudomonas sp.  وجدايه هاي  B3  ، 
B12 و B80 در جنس Bacillus sp.قرار گرفتند   . 

  .Bacillus sppنتايج مكانيزمهاي بازدارندگي 
 توليد تركيبات فرار ضد قارچي 

 PDA نتايج حاصل از محيط كشت ‐الف
بر اساس  .  تفاوت معني دار داشتند  %  ١كليه تيمارها در سطح     

 نسبت به شاهد    B80 و   B3  ،B12مقايسه ميانگين ها جدايه هاي    
 ٨٤/٤٧ با   B3جدايه.  بودند%  ١ سطح   داراي تفاوت معني داري در   

 درصد به ترتيب داراي بيشترين      ١١/٣٤ با   B80درصد و جدايه    
.  بودند P. sojaeو كمترين تاثير در جلوگيري از رشد كلني            

 درصد بازداري از رشد بين آن دو قرار           ٨٢/٣٨ با   B12جدايه  
 ).٤شكل(گرفت
 

D
C

B

A

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

B-3 B-12 B-80 controlا

( تر
يم

ميل

PDA

 
 جدايه
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 NAG نتايج حاصل از محيط كشت ‐ب
. تفاوت معني دار داشتند    %  ١كليه تيمارها در سطح          

 نسبت به شاهد داراي تفاوت         B80 و    B3  ،B12جدايه هاي  
بر اساس مقايسه ميانگين ها  دو      .  بودند%  ١معني داري در سطح    

لوگيري از رشد كلني     بيشترين تاثير را در ج     B80 و   B3جدايه  
P. sojae            و  ١٩/٥٠ داشته و درصد بازداري از رشد به ترتيب 

 درصد بازداري از رشد     ٥٠/٤١ با   B12جدايه  .   درصد بود  ٢٢/٤٨
 ).٥ شكل(نسبت به شاهد داراي كمترين تاثير بود 
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تاثير ترشحات مايع برون ياخته اي در جلوگيري از رشد كلني            
P. sojae 

اختلاف بين جدايه ها و غلظت هر عصاره و اثر متقابل اين دو     
. معني دار بود %  ١ در سطح    P. sojaeدر بازداري از رشد كلني       

بر اساس مقايسه ميانگين اثر متقابل ترشحات مايع برون                
% ١٥و  )  حجم به حجم   %  (٢٥ظت   در غل   B3ياخته اي جدايه 

بيشترين تاثير را در بازداري از رشد كلني داشته و درصد                  
در اين دو   .   درصد بود  ٩٧/٦٠ و   ١٠/٨١بازدارندگي به ترتيب     

 از لحاظ درصد بازداري از رشد        B80 و   B12غلظت جدايه هاي   
 B3 در گروه پايين تري نسبت به آنتاگونيست         P. sojaeكلني  

و %  ٧١/٥٦و  %  ٥٥/٧٢،  B12ترتيب جدايه     قرار گرفته و به       
بازداري از رشد نسبت به       %  ٩٤/٤٦و  %  ٢٠/٦٢،  B80جدايه  

 .شاهد داشتند
 از لحاظ درصد بازداري B80 و B3جدايه هاي % ٥در غلظت 

از رشد كلني تفاوت معني داري نسبت به هم نداشته و درصد              
لظت در اين غ. بود% ٣٨/٢٤و  %  ٩٣/٣٢بازداري از رشد به ترتيب      

 تفاوت معني داري در سطح     B12اين دو جدايه نسبت به جدايه       
بازداري از  %  ٦٤/٢٨ با   B12در اين غلظت جدايه      .  داشتند%  ١

رشد نسبت به شاهد داراي كمترين تاثير در جلوگيري از رشد             
  ).٦شكل( بود P. sojaeكلني 
 

ي 
كلن

طر 
ن ق

گي
ميان

)
متر

يلي
م

( 

ي 
كلن

طر 
ن ق

گي
ميان

)
متر

يلي
م

( 



 ١٣٨٥، سال ۴، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٦٨٠

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

5% 15% 25%

ر
يي

B-3
B-12
B-80

                                        
 )حجم/حجم(غلظت 

 تاثير غلظت هاي مختلف ترشحات مايع برون ياخته اي ‐٦شكل
 P. sojaeجدايه هاي باسيلوس بر ميانگين رشد ريسه اي 

 
  .Pseudomonas sppنتايج مكانيزمهاي بازدارندگي 
 توليد تركيبات فرار ضد قارچي

 PDA نتايج حاصل از محيط    كشت ‐الف
بر .  تفاوت معني داري داشتند   %  ١كليه تيمارها در سطح       

 بيشترين  B51اساس مقايسه ميانگين  ها، تركيبات فرار جدايه       
دو جدايه  .  بود%  ٤٠/٣٦تاثير را داشته و درصد بازداري از رشد          

B63   و B64           و %  ٧١/٢٧ داراي كمترين تاثير بوده و به ترتيب
 ).٧ شكل( بازداري از رشد نسبت به شاهد داشتند% ٦٢/٢٦
 NAGصل از محيط كشت  نتايج حا‐ب

بر .  تفاوت معني داري داشتند   %  ١كليه تيمارها در سطح       
 B51 و   B64اساس مقايسه ميانگين ها، تركيبات فرار دو جدايه        

 بوده  P. sojaeداراي بيشترين تاثير در جلوگيري از رشد كلني         
بازدارندگي نسبت به شاهد     %  ٣٥/٢٤و  %  ٥٣/٢٦و به ترتيب     

بازدارندگي داراي كمترين   %  ٦٤/١٥ا   نيز ب  B63جدايه  .  داشتند
 .تاثير بود

 توليد آنتي بيوتيك
 و  Pseudomonas  B43)    ، B51    ، B63 جدايه    ٤هر  

(B64        اين جدايه ها تفاوت    .  قادر به توليد آنتي بيوتيك بودند
بر اساس مقايسه    .  با شاهد داشتند   %    ١معني داري در سطح     

به % ١٥/٥٥ با  B64و جدايه   %  ١٠/٧٠ با   B43ميانگين  ها جدايه    
ترتيب بيشترين و كمترين تاثير را در بازداري از رشد داشتند              

 ).٨شكل(
 توليد سيدروفور
 Pseudomonas و     Pseudomonas(B63)دو جدايه     

(B43)      ميكرومول كلريد آهن از رشد قارچ         ٥ تنها در غلظت 
Geotrichum candidum  جدايه هاي  .   جلوگيري كردندB51 

 و هيچكدام از غلظت هاي كلريد       King’s B در محيط    B64و  
 جلوگيري   Geotrichum  candidumآهن از رشد قارچ         

چنين بنظر مي رسد كه اين دو جدايه قادر به توليد                .نكردند
 . سيدروفور نمي باشند
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 توليد سيانيد هيدروژن
)  B64 و   Pseudomonas  B43)   ، B51   ، B63جدايه هاي  

موجب تغيير رنگ قطعات كاغذ صافي از سبز به آبي در مقايسه             
ز هيچكدام ا .   مي باشد HCNبا شاهد گرديدند كه بيانگر توليد        

 نتوانستند  B80 و   B3   ، B12 مانند .Bacillus spجدايه هاي  
 .  رنگ كاغذ صافي را از سبز به آبي تغيير دهند

وم 
سلي

 مي
شد

طرر
ن ق

گي
ميان

)
متر

يلي
م

(

ي 
كلن

طر 
ن ق

گي
ميان

)
متر

يلي
م

( 
ي 

كلن
طر 

ن ق
گي

ميان
)

متر
يلي

م
( 



 ٦٨١ .. . بررسي تاثير باكتريهاي آنتاگونيست روي كنترل بوته ميري سويا                                    :   زبرجد و همكاران            

 كلونيزاسيون ريشه 
نشان مي دهد تراكم جمعيت       )  ١(همانگونه كه جدول       

دو .  باكتري ها روي بذور تقريباً در مورد اكثر جدايه ها يكسان بود         
زيادي از لحاظ جمعيت      هفته بعد از كاشت بذور، اختلاف           

در حاليكه   .  باكتري ها روي ريشه گياهچه ها مشاهده شد           
 بيشترين  B80 و   B3     ، B12   ، B43   ، B63   ، B64جدايه هاي  

افزايش جمعيت و قابليت استقرار و تكثير روي ريشه را از خود             
 برابر  ١٢ و   ٨ به ترتيب با     B94 و   B46 دو جدايه    .نشان مي دادند 

 . رين افزايش را نسبت به بقيه داشتندكردن جمعيت خود كمت
 

  توانايي كلونيزاسيون ريشه سويا توسط جدايه هاي باكتريايي‐١جدول 
افزايش در 
 كلونيزاسيون

تعداد باكتري ها 
در هر گرم ريشه

تعداد باكتري هاي 
 متصل به بذر

جدايه هاي 
 باكتريايي

٧/٩×١٠٥ ٩/٧×١٠٨ ٤٣/٨١٤ B3 
٢/٩×١٠٥ ١/٧×١٠٨ ٧٣/٧٧١ B12 
١/٩×١٠٥ ٤/٦×١٠٨ ٢٩/٧٠٣ B63 

٩×١٠٥ ٣/٦×١٠٨ ٧٠٠ B43 
٥/٩×١٠٥ ٦/٦×١٠٨ ٧٣/٦٩٤ B51 
٣/٩×١٠٥ ١/٦×١٠٨ ٩١/٦٥٥ B80 
٦/٩×١٠٥ ٢/٥×١٠٨ ٦٦/٥٤١ B64 
٣/٩×١٠٥ ٨/٩×١٠٦ ٥٣/١٠ B94 
٧/٩×١٠٥ ٧/٧×١٠٦ ٩٣/٧ B46 

 
زد روي رشد    ‐نتايج بررسي تاثير قارچكش ريدوميل ام         

 زوبيومآنتاگونيست ها و ري
هيچكدام از غلظت هاي قارچكش از رشد آنتاگونيست ها و           

چنين بنظر مي رسد كه قارچكش       .  ريزوبيوم جلوگيري نكردند   
تاثير منفي روي رشد آنتاگونيست ها و ريزوبيوم نداشته و                
مي تواند در مديريت تلفيقي بوته ميري سويا مورد استفاده قرار           

 .گيرد
يست هاي باكتريايي ضريب   در تحقيق انجام شده با آنتاگون      

 ستگي بين روش محلول پاشي خاك و روش پوشش بذر            بهم
.  بود Y=4.49+1.39X و رابطه خطي برآورد شده          درصد ٨٧

اين رابطه نشان مي دهد وقتي آنتاگونيستي در روش پوشش بذر          
يك واحد بيماري را كاهش مي دهد همان آنتاگونيست در روش           

كاهش بيماري مي شود و     واحد موجب    ٣٩/١محلول پاشي خاك   

نشان دهنده برتري روش محلول پاشي خاك نسبت به روش             
مشخص كننده ضريب     )  ٢(جدول   .  پوشش بذر مي باشد    

همبستگي صفات آزمايشگاهي با كنترل بيماري در روش               
 .محلول پاشي خاك توسط جدايه هاي آنتاگونيست مي باشد

 
 بيماري در  ضريب همبستگي صفات آزمايشگاهي با كنترل‐ ٢جدول 

 روش محلول پاشي خاك
 صفات آزمايشگاهي ضريب همبستگي 

 كلونيزاسيون ريشه ٥٢٩/٠
 ترشحات مايع برون ياخته اي و آنتي بيوتيك ٤٥٩/٠
 PDAتركيبات فرار ضد قارچي روي  ٤٣٦/٠
 NAGتركيبات فرار ضد قارچي روي  ١٤٠/٠
 فاصله بازدارندگي ٣٦٩/٠

 
ب همبستگي مشخص مي شود    همانطور كه از مقايسه ضراي     

كلونيزاسيون ريشه، همبستگي بالايي با كنترل بيماري دارد و            

مي تواند شاخص مناسبي براي انتخاب آنتاگونيست هاي               

رابطه بدست آمده بين كلونيزاسيون ريشه و          .  باكتريايي باشد 

كنترل بيماري در روش محلول پاشي خاك                           

Y=551.928+57.123X    يبات فرار  تاثير ترك ).  ٩شكل  ( بود

 كمترين  NAGضد قارچي آنتاگونيست ها روي محيط كشت          

همبستگي  با كنترل بيماري در روش محلول پاشي خاك داشت          

 .  بودY=26.477+2.444Xو رابطه برآورد شده 
 

 )افزايش جمعيت آنتاگونيست ها(كلونيزاسيون ريشه
  پراكنش همبستگي و خط رگرسيون بين توانايي– ٩شكل

 ن ريشه و كنترل بيماري در روش محلول پاشي خاككلونيزاسيو
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 )افزايش جمعيت آنتاگونيست ها(كلونيزاسيون ريشه

 پراكنش همبستگي و خط رگرسيون بين توانايي – ١٠شكل
كلونيزاسيون ريشه سويا توسط جدايه هاي آنتاگونيست و كنترل 

 بيماري در روش پوشش بذر
 

 مي شود كه    مشخص ٣از مقايسه ضرايب همبستگي جدول       
بين توانايي كلونيزاسيون ريشه و كنترل بيماري در روش پوشش 

) ١٠شكل  (وجود دارد   )  ٥٢٨/٠(بذر نيز همبستگي نسبتاً خوبي      
تركيبات .   بود Y=568.194+61.044Xو رابطه برآورد شده       

 كمترين   NAGفرار آنتاگونيست ها روي محيط كشت              
ابطه برآورد  با كنترل بيماري داشت و ر       )  ‐١٩٩/٠(همبستگي  

 .  بودY=40.419-3.711Xشده 
 

 ضريب همبستگي صفات آزمايشگاهي با كنترل بيماري در ‐ ٣جدول
 روش پوشش بذر

ضريب همبستگي   صفات آزمايشگاهي
 كلونيزاسيون ريشه ٥٢٨/٠
 ترشحات مايع برون ياخته اي و آنتي بيوتيك ٣٢٨/٠
 PDAتركيبات فرار ضد قارچي روي  ٣١٤/٠
 NAGكيبات فرار ضد قارچي روي تر ‐١٩٩/٠
 فاصله بازدارندگي ‐٠٧٩/٠

 
 بحث

 جدايه آنتاگونيست از مجموع      ١٣٣در تحقيق انجام شده      
 جدايه باكتريايي مورد مطالعه توانستند فواصل بازدارندگي         ١٥٨

 از خود نشان     CMA ميلي متر روي محيط كشت        ١٠ تا   ١از  
كتري هاي گرم   جدايه متعلق به با      ٥٧دهند كه از اين تعداد        

 جدايه  ٧٤ جدايه متعلق به باكتري هاي گرم منفي و           ٢مثبت،  
انتخاب آزمايشگاهي  .  متعلق به سودوموناس هاي فلورسانت بود     

آنتاگونيست ها معمولاً از طريق بررسي اثرات بازدارندگي آنها در          
مقابل قارچ هاي بيماريزا در شرايط آزمايشگاه صورت مي گيرد اما         

 توانايي يك آنتاگونيست در كنترل يك عامل           رابطه كلي بين  
بيماريزا در آزمايشگاه و كنترل همان بيماري در گياه وجود               

مطمئناً يك آزمون ساده آزمايشگاهي نمي تواند روابط           .  ندارد
با اين  .  پيچيده حاكم در اطراف ريشه گياه را شبيه سازي كند          

سريع وجود آزمون هاي آزمايشگاهي حداقل به عنوان روش هاي         
انتخاب اوليه آنتاگونيست ها قابل استفاده بوده و جدايه هايي كه          
در آزمايشگاه فاقد خاصيت آنتاگونيستي هستند اغلب در گلخانه         

). ٣١( ندارند    بيمارگرو مزرعه نيز هيچ اثر بازدارندگي روي            
 ٣٥٠٠نشان دادندكه از         )  ١٩٧١(برادبنت و همكاران         

آن تعدادي كه در خاك مزرعه      ميكروارگانيزم مولد آنتي بيوتيك    
 قارچي تاثير بازدارندگي داشتند،        بيمارگرروي يك يا چند        

همانهايي بودند كه در آزمايشگاه نيز اين اثر را به خوبي نشان               
معايب و محاسن روش آزمايشگاهي     )  ١٩٨٨(  فراول.  داده بودند 

جهت انتخاب باكتري ها را توضيح داده و مهمترين عيب اين              
ت زياد شرايط آزمايشگاهي با شرايط طبيعي            روش را تفاو   

مي داند كه تعميم مستقيم نتايج را به شرايط طبيعي تا حد                
لذا هر گونه نتيجه گيري عجولانه       .  زيادي غير ممكن مي سازد    
تنها انتظاري كه از اين روش ها          .  مي تواند گمراه كننده باشد   

ارنده مي توان داشت اين است كه توان بالقوه توليد مواد بازد              
 . توسط آنتاگونيست ها را در شرايط مساعد مشخص مي سازد

تاثير تركيبات فرار ضد قارچي باسيل هاي آنتاگونيست روي         
 مورد مطالعه قرار گرفت و معلوم شد كه          P. sojareرشد كلني   

 و  PDAباسيل هاي آنتاگونيست روي هر دو نوع محيط كشت           
NAG           توليد تركيبات فرار ضد قارچ P. sojae  مي نمايند .

تاثير تركيبات فرار آنتاگونيست هاي     )  ١٩٩٣(فيدامن و روزال     
باسيل را در بازداري از رشد كلني قارچ هاي ااميست مشخص             

همچنين در اين تحقيق مشخص شد كه ميزان تاثير           .  كرده اند
تركيبات فرار ضد قارچي توليد شده توسط آنتاگونيست هاي            

Bacillus     دي%  ٢افزودن  .  يي است  تحت تاثير نوع محيط غذا‐
 موجب افزايش خاصيت بازدارندگي     NAگلوكز به محيط كشت     

 در مقايسه با محيط       P. sojaeآنتاگونيست ها از رشد كلني       
قدرت ساخت تركيبات    .  گلوكز گرديد ‐ فاقد دي   PDAكشت  

فرار ضد قارچي در جدايه هاي باكتريايي توسط گلوكز اداره              
ژني را كه داراي خواص ضد      و چنين قندهايي بيان     )  ٤٠(مي شود
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 Y=568.194+61.044X
 ضريب همبستگي=٥٢٨/٠
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نيز )  ١٩٩٣(فيدامن و روزال  ).  ١٦(قارچي است افزايش مي دهند   
گلوكز در محيط آگار     ‐در تحقيقي ثابت كردند كه وجود دي         

غذايي موجب افزايش فعاليت هاي ضد قارچي تركيبات فرار             
Bacillus    در مقابل Rhizoctonia solani در مورد  .   مي گردد

رار باسيلوس ها تحقيقات زيادي صورت     شناسايي نوع تركيبات ف   
ايزوآميل (گرفته و تاكنون توليد تركيبات فراري مثل الكل ها             

، آلدئيد ها، كتون ها و استرها توسط آنتاگونيست هاي             )الكل
 و بازدارندگي مطلوب آنها در جلوگيري از           Bacillusمختلف  

 ).١٣(رشد رويشي قارچ ها به اثبات رسيده است
ترشحات مايع برون ياخته اي جدايه هاي       در بررسي تاثير     

Bacillus        در بازداري از رشد كلني P. sojae   مشخص گرديد 
كه تمامي اين آنتاگونيست ها ترشحاتي را توليد مي كنند كه             

تحقيقات .   دارد P. sojaeتاثير مطلوبي در بازداري از رشد كلني        
مفصلي در مورد نوع تركيبات موجود در ترشحات مايع برون              

 صورت گرفته است و يكي از          Bacillusخته اي جدايه هاي    يا
تركيبات مهم آنها آنتي بيوتيك ها است كه انواعي از آن از قبيل            

يتورين آ، دي و ايي ،          اتوكسي مايسين، مايكوسوبتيلين،        
فنجي مايسين، باسيليسين، مايكوباسيلين، فونجيستاتين،           

وسط محققين  سابسپورين، باسيلوپپتين آ، ب و ث مي باشد كه ت        
، اسوين برن و    )١٩٩٨(مختلفي از جمله بسون و همكاران            

 ، شريبر و همكاران    )١٩٨٨(، مك كين و ريلي    )١٩٧٥(  همكاران
 ، كاجي مورا و همكاران      )١٩٨٧(همكاران  ، كوروسو و   )١٩٨٨(
شناسايي و خالص سازي    )  ١٩٩١(  و فريرا و همكاران     )١٩٩٥(

كلني قارچها معلوم شده    گرديده و اثرات آنها در بازداري از رشد         
و وجود آنزيم بتاگلوكاناز را در ترشحات مايع برون ياخته اي               

 . با اثبات رساندندBacillusجدايه هاي 
 در بررسي هاي انجام شده به روش كاستريك و كاستريك           

 قادر به    Bacillusمشخص شد كه آنتاگونيست هاي       )  ١٩٨٣(
يق با تحقيقات   توليد سيانيد هيدروژن نبوده و نتيجه اين تحق         

 .مطابقت داشت) ١٩٧٥(كاستريك 
در آزمايش تاثير تركيبات فرار ضد قارچي آنتاگونيست هاي         

Pseudomonas spp.        در شرايط آزمايشگاهي مشخص گرديد
 P. sojaeكه تمامي جدايه ها قادر به جلوگيري از رشد كلني            

.  مي باشند NAG و    PDAروي هر دو نوع محيط كشت            

كه جدايه  هاي آنتاگونيست روي        همچنين مشخص شد        
محيط هاي غذايي مختلف رفتارهاي متفاوتي از نظر ميزان تاثير          

 نشان  P. sojaeتركيبات فرار در جلوگيري از رشد كلني             
% ٢ به ميزان    NAگلوكز به محيط كشت     ‐افزودن دي .  مي دهند

گلوكز خاصيت  ‐ فاقد دي   PDAدر مقايسه با محيط كشت         
يكي از تركيبات فرار مي تواند سيانيد      .  ادبازدارندگي را افزايش د   

هيدروژن باشد كه در بررسي انجام شده به روش كاستريك و              
 Pseudomonasتوليد آن توسط جدايه هاي     )  ١٩٨٣(كاستريك  

 محققين مختلفي از جمله كراوس و لوپر           .  به اثبات رسيد   
توليد )  ١٩٩٠(  ، ووتريخ و دفاگو   )١٩٩٧(  ، كيل و دفاگو   )١٩٩٠(

را بعنوان يكي   Pseudomonas فرار توسط جدايه هاي تركيبات
 .از مكانيزم هاي كنترل بيماري هاي قارچي مي دانند

در آزمايش تاثير آنتي بيوتيك آنتاگونيست هاي                   
Pseudomonas          در جلوگيري از رشد كلنيP. sojae   روي 

 مشخص گرديد كه آنتي بيوتيك توليد شده       CMAمحيط كشت   
 موجب بازداري از رشد در مقايسه با شاهد         توسط آنتاگونيست ها 

در تحقيق خود گزارش كردند كه       )  ١٩٩٠(كراوس و لوپر    .  شد
 روي محيط آگار     Pseudomonas fluorescens pf-5جدايه  

غذايي حاوي گلوكز توليد آنتي بيوتيك نمي كند اما روي محيط          
. كشت آگاردار فاقد گلوكز قادر به توليد آنتي بيوتيك مي باشد           

گزارش كردند كه     )  ١٩٧٩(چنين هاول و استيپانوويچ         هم
آنتي بيوتيك هاي پيولوتئورين و پيرول نيترين اين جدايه از رشد         

 .  جلوگيري مي كنندR. solani و  P. ultimumكلني قارچ هاي 
سيدروفورها كلاته  كنند ه هاي قوي آهن فريك با وزن               

 بعنوان  ملكولي كم بوده كه تحت شرايط كمبود آهن توليد و            
). ٢٤(يكي از مكانيزم هاي مهم بيوكنترل گزارش گرديده است           

در بررسي هاي انجام شده پيرامون توليد سيدروفور توسط               
 در  B63 و   B43، دو جدايه     Pseudomonasآنتاگونيست هاي  

 ميكرومول كلريد   ٥ و تنها در غلظت       King’sBمحيط كشت   
و جدايه هاي   جلوگيري كردند    G. candidumآهن از رشد قارچ     

B51   و B64           در هيچكدام از غلظت هاي بكار رفته در آزمايش 
نقش سيدروفور در كنترل      .  نتوانستند سيدروفور توليد كنند     

بيماري هاي مختلفي از جمله پژمردگي فوزاريومي گوجه  فرنگي و        
اما تحقيقات لوپر و     )  ٢٨( اثبات رسيده است      هپاخوره غلات ب  

كه سيدروفور توليد شده توسط      نشان مي دهد   )  ١٩٨٦(شراوث  
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 تاثير چنداني در كنترل مرگ       P. fluorescens 3553جدايه  
 . نداشته استP. ultimumگياهچه  پنبه ناشي از 

كلونيزه كردن ريشه توسط آنتاگونيست هاي باكتريايي يك         
. شرط مهم در توانايي آنها براي كنترل بيماري هاي ريشه است           

آنچنان مهم است كه برخي محققين توانايي كلونيزه كردن ريشه 
در ).  ٢٩(آن را مبناي انتخاب آنتاگونيست برتر در نظر مي  گيرند          

اين تحقيق مشخص گرديد تمامي آنتاگونيست هايي كه در              
مطالعات گلخانه اي بالاترين درصد كاهش بيماري را داشتند در          
مقايسه با دو جدايه باكتريايي كه تاثير كمي در كاهش بيماري            

 . از قدرت كلونيزاسيون بالايي برخوردار بودند،شتنددا
كلونيزه كردن ريشه و تغييرات جمعيت آنتاگونيست هاي           
 بكار گرفته شده تاكنون توسط محققيني از جمله باهم و شراوث           

 تاثير )  ١٩٩٣(گامليل و كاتان      .  بررسي شده است   )  ١٩٨٧(
 

 ترشحات ريشه روي جمعيت جدايه هاي آنتاگونيست در خاك         
آفتاب دهي شده را مورد بررسي قرار داده و به اين نتيجه                   
رسيدند كه سازگاري جدايه هاي آنتاگونيست نسبت به ترشحات        

تحقيق .  ريشه اي، علت استقرار آنها در اطراف ريشه مي باشد           
انجام شده نشان مي دهد كه جدايه هاي آنتاگونيست انتخاب            

 براي تجمع روي ريشه   شده در شرايط گلخانه اي از توانايي بالقوه      
هنگامي كه شرايط فيزيكي، شيميايي و        و  سويا برخوردار هستند  

 اين توانايي مي تواند      ،بيولوژيكي خاك مزرعه مناسب باشد        
 .بصورت بالفعل درآيد

 زد روي جدايه هاي     ‐در آزمايش اثر قارچكش ريدوميل ام       
نتاگونيست و ريزوبيوم مشخص شد كه اين قارچكش اثر                آ

بدين جهت مي توان از اين      .   روي اين جدايه ها ندارد     بازدارنده
 .قارچكش در مبارزه تلفيقي بوته ميري سويا استفاده كرد
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